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AB High yields of proteins and amino acids were obtained in a fermn. process 
using 1 of 9 strains of Azotobacter in the presence of an elec. field. 

In 

an example using A. vinelandii (strain 382 DSM) with sucrose as a 
C-source, the application of sinusoidal waves (5 V, 7 mA, and 20 Hz) 
increased the total amino acid prodn. 258% relative to that when the 

elec . 

field was not applied. 
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MEMOR 1A DESCRJPTIVA 



Muchas naclones subdesarrofladas no poeden tener un mlnimo 
nfvel protefnlco y esta es la cause mot Importance del hombre en estos pafses. Estos 
clrcunstonclos hon llevodo a laiusquedo de nuevos caminos para conseguir nuevas 
reserves de protefnos, como ocurre en EE.UU. que es el principal exportador de 
semlltcs oleaglnosaj. En Europa Occidental el 80% de las protefnos de origen ani 
mal proceden de la Imporraclen, siendo del orden del 90% en la Comunidad Ecoh6 
mica Europeo. En vista de estos dates, la Comlsion de Agricoltura del MercodoCo 
mun se muestra pesimista el respect© y espera que en 1980 aun seguire Importance" 
el 90%. 

Pot otre parte, el coste de los Fertllizantes ha oumentado enomie 
mente en los ultimos clnco oHos, inctdiendo per consiguiente en el mayor coste de 
los alimentos y eh la restriccioh del suminlstro dietetico de los pokes mds subdesorro 
llados. 

Tamblen, el alto coste del proceso Haber para slntetizar cmonfaco, 
es consecuencio de la subida del petroleo, pues el hldrogeno requerido en dicha sfn 
tesis precede del gas natural o de los crudes y requiere edemas una gran cantidad de 
energfa para su eombinacfon, por cuya razon, el coste de los fertllizantes nitroge 
nados esta fntlmamente relacionado con el coste de los combustibles. 

Podemos esegurar que pare la produccton de protefnos es nece 
sario conseguir ricos fertllizantes nrtragenados y que estos, qufmica o microbioid 
gtcamente proceden del nitrogeno atmosferico. Cercc del 25% del nitrogeno fife 
do es amonlaeo slntetizado por el proceso Haber, el resto, que se estima en 150 nrf 
Hones de toneladas metrlcas porvano, proceden de la flfaclon mlcrobiologlca. El ~ 
proceso de la f Ijacion del N 2 , Impltca el consume de una gran cantidad demer- 
gfo que es sumlnlsfrada por el metabolismo de los glucldos mediante el ATP. La 
molearla clave en lavfa de fljaclon del Nj, es la nltrogenosa, que esta 
formada por las nlerro- sulfa -protefnos.. El ttansporte de electranes - 



Hene Ivgar a troves de lot dos componentes de la nlrrogenasa para llegar o la complete 

reducclon del N2 y posterior conversion en g Mamma por reacclon con el gluramato y 

la gluramfnslterasa de la celula. 

Todo el complejo slstema se puede resumlr en una reducclon del por 

transferencla electronlca mediante los cromos de Pe y Mo. 

Este mo todo de oplicaclon electronlca 0 cultlvos de mlcroorganismos 
ft [adores de (Azotobocter ), demuestra que es poslble actlvar el complejo mecanlsmo 
de la aslmf laclon del N^, conslgulendo aumenfar en gran parte la bfosfntesfs de amino- 
acldos y dlrlglr su metabollsmo segun el tlpo de on da sumlnlstrada y la frecuencla de la 
mlsma, 

Esta actlvacion ttene lugar mediante los lones de hferro de las ferrodoxlnas, 
+2 +3 

puesto que el equlllbrlo de los lones Fe / Fe de los Ifauldos metabolfcas en los cul- 

+2 

tlvos de Azotobocter , es alterado en el sentldo de aumenrar la proporclon de Fe cuan 
do son sumlnistrados compos electricos. 

En mlcroorganismos que fijan N2 no se conocen experlenclas en las que 
sean aplicadas ondas electricos para estudfar sus efectos, por Io que esre me todo propor- 
ciona nuevos camlnos para el estudlo de la fifaclon del y para la sfntesls de prorefnas 
y aminoacldos que son altamente potenclados segun el tlpo de onda electrics, potenctal, 
Intensldad y frecuencla de la mlsma. 

El rendlmlenro de obtenclon de protelnas y aminoacldos per mlcroorga- 
nismos que ftjan 1^ con este merodo elecrronleo puede ser oumentado al Ir esfudiando 
todas las constantes electricos en los puntos en que fnfluyen mas favorablemente en la bIo_ 
sfntesls de aminoacldos* 

UHIIzando, unlcamente melaxas de remolachas ol 2% como susrraro y 
apllcando ondas cuadradas de 62 mA, 20 Hz y 7 V en fermenradores de 4 lltros de medio, 
es poslble consegulr celulas de Azotobocter vlnelandll (208 CECT) que contlenen un - 
56,3% de aminoacldos, slendo destacable por su Importancla en la allmenraclon la pro_ 
porclon de metlonlna (6,57%), Ksfna (4,85%) y otros aminoacldos esenclales, que por la 
acclon de las campos electricos aplicadas, fueron potenclados con relaclon a los former^ 
tadores testlgo, 13,41 voces mas en la concenrraclon de metlonlna, 4,90 voces en la 
Hroslna, 1,92 en la olanlna y un 60% mas en el total de rodos los aminoacldos; anallxa- 
dos. V 
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La superflcle do los electrode* sumergfda en el Ifaula'b metabollco era 
la correspondtente a un htlo de platlno de 5 cm de longltud y 0, 40 mm de dlametro. 

Cuando apllcabamos los compos electrlcos en un fermentador de 5 Iffros 
de copacidad con 4 Htros de medio de cultlvo, Instalamos electrodes de platlno con una 
superficie sumerglda de 10 x 0,5 cm. 

Las ondas electrtcas sumfnlsfradas a los cultivos procedfan de un gene- 
rador modelo Exact de un rango de frecuenclas de 0 a 2 MHz, stendo las frecuenclas - 
5 Hz y 200 KHz de ondas sinusotomies cpllcodas en los culHvos de Azotobacter, los pun- 
tos optimos en la activacfon del proceso reproductive de las celulas. 

La temperature de fades los cultivos rue de 28«C durante todo el tlem- 
po de tncubacton. Pasamos un caudal de aire esrerll, saturado de humedad, de 150 II- 
tros /horas a una preslon de I Kg/cm , cuando los cultivos fueron Incubados en un ter- 
mentador de 5 litros de capacidad con 4 litros de medio de cultlvo y los ma traces de 250 
ml, con 100 ml de medio se Incubaron en un Incubador orbital (Controlled Environment 
Incubator Shaker N.B.S.) a 170 r.p.m. y 282C. 

RE IV I N P ICAC ION ES 

Se relvlndlca como de nueva y propla Invenclon la propledad y explo 
cion exclusfva de: 

1) "METODO DE OBTENCION DE PROTEINAS Y AMINQACIDOS r 
ESENCIALES PARA IA AllMENTACION, POR TRATAMIENTO ELECTRON ICO DE M[ 
CROORGANISMOS FUADORES DE N^ caracterlzado poraue a un cultlvo de micro- 
organ Ismos fljadores de N 2 # se le apllca un oampo electrlco de ondas slnusoldales y - 
ondas cuadradas, cuyo rango de frecuenda osctla entre 0 y 2 MHz conslgulendose un 
elevado aumento en el contenldo en peso de cast todos los amlnoactdos del Ifa-uldo me- 
tabollco. 

2) Un me todo, segun retvtndlcaclon 1, y caracterlzado por el empleo 
do nueve estlrpes de Azotobacter como mtcroorganlsmo fljador de N^. 

3) Un metodo, segun relvlndtcactones 1 y 2, y caracterlzado poraue el 
mtcroorgantsmo empleodo es Azotobacter vlnelondtl 206 CECT y la compostcfS^ dot me- 
dio de cultlvo es (g/l) KgHPO^ 0,4; KHJO^ 0,1; Na 2 Mo0 4 , 0,001; FeC^O^ 

\ 



Y 2% de melazo de remolacha. 

4) Un metodo, .egun wlvtndlccclonei'l y 2, y caractertzado p 0 «p, e el 
rmcroorganhmo empleado « Azotobocter vrnelondfl 382 DSM y como fuente de caAono 
jo emplea aeldo benzofco al 1%. 

5) Un metodo, «g0„ relvfndfcaclone, 1 y 2, y caroctertzado porque el 
microorganlsmo empleado « Azotobocter vfnelondH 382 DSM y lo fuente de corbono « 
sacorosa al 1,5%. • 

Un metodo, «egun relvmdicaciories 1 y 2, y corocterizado por el - 

e-npleo de Azotobocter vinelcndlf 382 DSM y acetoto sodico al 0,5% como fuente de - 
corbono • 

7) Un metodo, ,egun reivlndicaciones 1 y 2, y caracterlzado por el - 
empleo de Azotobocter vinelandH 382 DSM y etanol al 1%. 

8) Un metodo, ,egun relvlndlcaclanes 1,4,5,6 y 7, y ccacterizado - 
porqueel cultlvo rfene una concentnaclon de KLjHPO, de 0,«4 g/1 y de KH/C^ de - 

9) Un metodo, «egun re ivlndlca clone, 1 y 2, y coraeferizado por el - 
empleo de |« , Is ulent« estl** de Azo^r: tol^rrip^.; 203 , 204 , 
20^206 y 374 CECT ^zofoba^r n at |. 210 CECT v AzotoW., f - , 81 . 

10) Un metodo, segun reMndlcadon I, y corocterizado porque la Fre- 
cuencio electrica empleada varfo de 5 Hz a 200 KHz. 

11) Un metodo, ,egun relvlndicaclon 1 , y camcterlzado porque la tern- 
peratura del cultlvo es de 282C. 

12) Un metodo, segun reFvfndlcaclon 1, y comcterlzodo porque el cam- 
po electrico ,e aplica median* la Introduced de una, electrode* de plafino en el lf- 
qufdo metabollco. 

13) "METODO DE QBTENCION DE PROTEINAS Y AMINOACIDOS - 
ESENCIALES PARA LA AL1MENTACION, POR TRATAMIENTO ELECTRONIC© DE Ml 
CROORGAN ISMOS FUADORES DE N,", tol y como ,e describe en e. cucpode «ta" 




memoria y relvlndicaclones que consta de 7 paglnos escrftm por 



